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A inven^ao refere-se a formulacoes lipossomais contendo uma ou varias 
dinit roanilinas , varianco a dimensao dos lipossoinas de 50 ixvn a 0,01 jam e sendo 
as eficacias de encapsulaq:ao tipicamente 'superiores a 30 %. As dinitroanilinas 
lipossomais, quando administradas a animals, nao apresentam toxicidade aguda ou 
diminuem signif icativamente a toxicidade da respectiva formula livre e sao 
eficazes no combate a ir.fec96es por protozoarios ou outros microorganismos . A 
inventpao refere-se ainda a um processo para a prepara^ao de formulacoes 
lipossomais que compreer.de prepararem- se lipossomas multilamelares contendo a 
dinitroanilina e se surmeterem os lipossomas a liof il iza(;;ao, reidrataqao e, 
opcionalmente , a execu^ao de um passo de dimensionamento antes do passo de 
liof il izagao - A 1 iof il i zagao faz-se na presen(pa de crioprotectores destinados a 
evitar a sublimaq:ao e cor.sequente perda do medicamento nesse passo. 

A invenqao refere-se ainda a formulacoes lipossomais de dinitroanilinas 
contendo uma mistura de particulas que apos dimensionamento apresentem 
populagoes de diametro, respect ivamente , superior e inferior a 100 nm. 




DESCRigAO 

"FORMULAQOES LIPOSSOMAIS DE DINITROANIUNAS 
E PROCESSO PARA A SUA PREPARgAO" 

Dominio da Invengao 

Esta inven^ao refere-se a formulagoes lipossomais contendo uma ou mais 
dinitroanilinas, incorporadas ou encapsuladas, a processes para a preparagao destas 
formula^oes e a utilizagao das formulagoes lipossomais, para o tratamento de infecQoes 
em humanos ou animais. 

As formulates lipossomais podem conter como dinitroanilina, por exempio, de 
preferencia a trifluralina (TFL). 

Para alem da ou das dinitroanilinas, as formula^oes lipossomais da inveng^o 
contem tambem fosfolfpidos individualmente ou em misturas, hidrogenados ou nao, com e 
sem colesterol (CHOL) e moleculas electricamente carregadas, lipidicas ou nao. como, por 
exempio. fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG). dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), 
estearilamina (SA). 

Antecedentes da inven9ao 

As doen9as causadas por parasltas intra eel uia res das celulas do sistema 
fagocitario mononuclear (do ingles: mononuclear phagocytic system - MPS) estao entre as 
doengas mais importantes em todo mundo. devido ao elevado numero de cases registados 
anualmente. Uma destas doen9as e a leishmaniose, causada por um tipo de organism© 
protozoario hemoflagelado denominado. no geral, por Leishmania sp. Esta doenga tern 
uma incidencia de, pelo menos, 12 milhoes de casos entre humanos e animais. O cao 
desempenha um papel fundamental como reservatorio do protozoario, sendo o principal 
responsavel peta manutengao desta zoonose. A doen9a e propagada do reservatorio para 
OS humanos por vectores (meigas. mosquitos - sandflies). A leishmaniose representa um 
problema de saude de grande dimensao no Medio Oriente, Africa, China, America Central. 
America do Sul e outras areas tropicals e subtropicais de todo o mundo como a regiao 
Mediterranea, incluindo Portugal (33. 34). 

A leishmaniose, dependendo da subespecie de protozoario que a causa, apresenta 
varias formas da doenga: visceral, mucocutanea e cutanea. A forma visceral da doenga e 
normalmente fatal se nao for tratada. Todas as formas podem ser recorrentes apesar de 
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tratadas com compostos de antimonio que sao, nesta doen9a, os farmacos de primeira 
escx)lha (20, 26. 33, 34). 

As Leish mania sp sao capazes de viver dentro das celulas do sistema fagocitario 
mononuclear, residindo numa vesicula membranar da celula hospedeira (2, 5. 14, 16, 31). 
A fusao dos lisossomas da celula hospedeira com o vacuole do parasita, nao impede a 
multiplicagao das leishmanias. Antes pelo contrario, esta fusao pode fomecer os nutrientes 
necess^irios d sua multiplica^ao. Assim, o parasita parece estar em seguran^a dentro da 
celula, sendo esta uma das razoes porque a sua eliminagao 6 tao dificil. Apesar disso, 
pode tirar-se partido deste mecanismo de fusao lisossomas - vacuole para terapias 
alternativas nomeadamente atraves do mecanismo de internaliza^ao dos lipossomas pelas 
celulas do MPS (2). 

Varias classes diferentes de farmacos tern sido usados para tratar a leishmaniose, 
nomeadamente antimbnio pentavalente, antimonio trivalente. antibi6ticos (poli6nicos, 
aminog!uc6sidos), imunomoduladores (interferao alfa) e agentes quelantes 
(desfenioxamina), entre outros (26, 30, 32, 35). 

O tratamento actualmente recomendado na leishmaniose canina consta de 
farmacos antimoniais pentavalentes - estibogluconato de sodio e antimoniato de 
meglumina. No entanto, a eficacia deste tratamento e limitada, nao se atingindo uma cura 
completa da doen9a. Alem da fatta de sucesso, estas terapias tem varlos problemas, 
particularmente: eficacia vari^vel, necessidade de tratamentos longos e efeitos 
secundcirios graves tais como toxicidade cardiaca e renal. Tem ainda sido referido o 
aumento de resistencias aos farmacos antimoniais pentavalentes, atribuido a tratamentos 
inadequados (9, 20, 24, 26, 32, 33, 35). 

Outros farmacos usados no tratamento da leishmaniose tambem tem efeitos 
secundarios graves que timitam a sua aplica^ao clinica, como a anfotericina B que e 
nefrotoxica (14, 20) e o metotrexato (MTX) que evidencia toxicidade cardiaca (10, 11). 
Embora tenham sido conseguidos alguns progresses no desenvolvimento de novos 
farmacos, nenhum deles e 100% eficaz no tratamento da doenpa. Alem dos efeitos t6xicos 
ja referidos, a outra principal desvantagem dos farmacos usados contra as infec^oes por 
Leishmania sp 6 a pequena eficacia dos tratamentos (14). Como exemplos desses 
farmacos podemos referir o metotrexato (que reduz so 85% da infecpao) (10, 11) a 
pentamidina (menos eficaz que os derivados de antimonio); a desidroemetlna, com o qual 
se atinge 67% de cura (1 ) e a desferrioxamina, com uma eficacia de s6 44% (32). 
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Em casos em que os tratamentos com farmacos antimoniais pentavalentes falham. 
observou-se que tratamentos subsequentes com outros tipos de farmacos, tais como a 
pentamidina, anfotericina B, cetoconazoie e paramomicina, nao melhoram 
significativamente os resultados. Tambem a formicina B, a sinefungina e a lepidina 
WR6026 mostraram alta actividade leishmanicida quando comparadas com o antimonio 
pentavalente, embora os problemas de toxicidade persistam (26, 27). 

O alopurinol e compostos relacionados (nucle6sido de alopurinol. tiopurinol, 
ribonucIe6sido de tiopurinol) foram tambem testados in vitro e in vivo (27). Os protozoarios 
nao sao capazes de sintetizar purinas, dependendo das purinas e dos nucle6sidos do 
hospedeiro. A presen^a de analogos da inosina (ex. ribonucle6sido de alopurinol) inibem 
OS enzimas metabolizadores da purina, nestes parasitas, afectando a fun9ao do RNA e 
reduzindo a sintese proteica (26, 27). Em estudos anteriores verificou-se que o alopurinol, 
o ribonucleosido de alopurinol e o ribonuclebsido de tiopurinol tern uma pequena actividade 
em modelos animals de infec^ao, provavelmente devido ao pequeno tempo de residencia e 
pequenos niveis s^ricos atingidos por estes farmacos (27). 

Antibioticos tais como a estreptomicina e a trobamicina inibem o crescimento das 
formas promastigotas e amastigotas do parasita (25). 

A trifluratina e um herbicida cuja actividade leishmanicida tem sido testada. Este 
farmaco liga-se as tubulinas das plantas mas nao as dos animais. As tubuiinas da 
Leishmania sp sao muito semelhantes as tubulinas das plantas. Assim. a trifluralina 
demonstrou inibir a proliferate das formas promastigotas, diminuir a transforma9ao de 
promastigotos para amastigotos, interferir com a replicagao de amastigotos e diminuir a 
infectividade destes. Estudos in vitro mostraram efeitos contra todas as formas de 
leishmaniose, mas os estudos in vivo so apresentam resultados positives para as formas 
cutaneas da doen^a. Para as formas viscerais tera de ser desenvolvido um sistema de 
transporte do farmaco uma vez que a sua solubilidade e lipofilicidade nao permitem a 
administra9ao da droga por outra via que nao seja topica. Por esta via nao se verifica 
qualquer actividade contra as formas viscerais (12). 

Perante as dificuldades acima descritas, uma estrategia alternattva a procura de 
novos farmacos 6 a incorpora^ao dos ja existentes em transportadores direccionados para 
macrofagos, o que acontece naturalmente com lipossomas. 
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Lipossomas sao microsferas de fosfolipidos organizados em bicamadas capazes de 
imobilizar inumeras substancias independentemente do seu peso molecular, carga 
electrica e solubilidade (18. 19, 23). 

A justifica^ao para a utilizagao de farmacos associados a lipossomas, e nao de 
farmacos na forma livre, para o tratamento de leishmaniose visceral, baseia-se em que a 
forma amastigotica do parasita est^ especificamente localizada nos macrdfagos do figado, 
ba90 e medula 6ssea. Como os lipossomas sao preferencialmente capturados por estas 
celulas (2, 5, 30), podem conduzir os farmacos directamente ao local intracelular em que 
OS parasitas se alojam (28). Portanto, a administragao de agentes biol6gicos em 
lipossomas pode aumentar, teoricamente, o indice terapeutico do agente de dois modos: 
primeiro, aumentando a captura do transportador e consequentemente do farmaco pelos 
macrofagos que contem os parasitas; segundo, reduzindo a toxicidade inerente ao farmaco 
livre, dada a baixa captura dos lipossomas por aqueles 6rgao (2, 6. 16, 20). 

A grande maioria dos sistemas trans portadores de farmacos administrados por via 
intravenosa, sao retirados da circulagao pelo figado, ou seja. acumulam-se 
preferencialmente neste orgao em detrimento de outros. tambem pertencentes ao MPS 
(ba^o e medula ossea). Pode, no entanto, aumentar-se a captura por estes orgaos atraves 
da redu^ao do tamanho das vesiculas (8). Tal pode resultar na supressao da infecg:ao no 
ba90 e medula ossea o que dificilmente se conseguiria com farmacos na forma livre. 

Os resultados publicados na literatura confirmam que farmacos encapsulados em 
lipossomas sao muito mats seguros e mais eftcazes no tratamento de infecgoes do MPS, 
em compara^ao com os farmacos na forma livre (5, 17. 28). Os farmacos antimoniais 
pentavalentes encapsulados em lipossomas podem aumentar o indice terapeutico desde 
200 a 700 vezes comparativamente com o farmaco livre, dependendo da composlgao 
lipidica dos lipossomas (4, 7. 8. 13). A anfotericina B lipossomal e 2 a 5 vezes mais activa 
que o farmaco livre (6, 29). A primaquina lipossomal apresenta actividade em doses em 
que a forma livre nao e activa (3). Contudo, estes resultados sao fortemente dependentes 
do estado da infec^ao no inicio do tratamento e sao dificeis de correlacionar devido a 
heterogeneidade das condigoes experimentais. 

A maioria dos resultados acima referidos estao limitados pelo tipo de lipossomas 
usados, com baixa efic^cia de encapsula^ao e pequenos tempos de meia vida, n§o 
atingindo os alvos cruciais para o tratamento desta doenga e ainda pelo seu elevado custo. 
A anfotericina B lipossomal utilizada em humanos (testes clinicos) tem curado alguns 
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casos de leishmaniose visceral (16. 21. 22). mas o seu custo e tao elevado que o seu uso 
em animais e proibitivo. 



De5cri9ao Pormenorizada da Inven^ao 

A presente invengao refere-se a formulagoes lipossomais contendo uma ou varias 
dinitroanilinas e a processes para a sua preparagao. 

A presente inven^o baseia-se na obtengao, sob a forma estavel. liofilizada ou nao, 
de formula^oes lipossomais que contem uma ou varias dinitroanilinas, por exemplo a 
trifluraiina incorporada ou encapsulada. 

Nas formula^oes da presente invengao de preferencia o diametro dos lipossomas 
varia entre 0,01 pm e 50 pm. De acordo com uma forma preferida de concretizagjao, 
existem nas formuIa?6es da presente inven^ao popula9oes de particulas de diferente 
tamanho misturadas, de modo especialmente preferido com diametros respectivamente 
superior e inferior a 1 00 nm. 

Adicionalmente as formula?oes da presente invengao podem center qualquer dos 
seguintes llpidos, hidrogenados ou nao, individualmente ou em misturas, em qualquer 
razao molar: diestearoilfosfatidiicolina (DSPC). fosfatidilcolina (PC), colesterol (Choi) ou 
derivados. esfingomielina (SM). dioteoilfosfatidilcolina (DOPC), dioleoilfosfatidilglicerol 
(DOPG), fosfatidilglicerol (PG), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina 
(DPPC), ganglibsidos, ceramidas, fosfatidilinositol (PI), actdo fosfattdico (PA), dicetilfosfato 
(DcP), dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). estearilamina (SA), dipalmitoilfosfatidilglicerol 
(DPPG) ou outros lipidos sinteticos. 

O processo de preparagao das formulagoes da presente invengao compreende os 
passos de: 

- hidrata^ao a partir de um filme lipidico contendo a dinitroanilina para obtengao de uma 
formula9ao lipossomal; 

- liofilizagao; 

- reidratagao. 

De um modo tipico, pode efectuar-se a solubiliza9ao em solvente organic© dos 
componentes lipidicos e da dinitroanilina ou das dinitroanilinas, por exemplo a trifluraiina. 



seguida de secagem em fluxo de azoto ou sob vacuo, por exempio num evaporador 
rotativo com temperatura controlada, e obten^ao de urn filme conjunto e homog^neo de 
lipido e da dinitroanilina ou das dinitroanilinas, per exempio da trifluralina. Este filme pode 
ser, de seguida, hidratado com uma solugao de uma ose, fomnando lipossomas 
multilamelares. O passo seguinte pode ser o dimensionamento da formulagao lipossomal, 
sob pressao, atraves de extrusoes sucessivas por membranas de policarbonato de poro 
variando de 5,0 a 0,01 pm. O dimensionamento terminara de preferencia na passagem 
pela membrana de porosidade desejada para uma parte da populagao. Apos obten^o das 
diferentes populagoes necessarias de diametro bem determinado, o passo seguinte 6 a 
mistura dessas populagoes. Apos a mistura das populagoes podera ou nao realizar-se uma 
dialise concentrativa, utilizando, por exempio, polietllenoglicol como agente liigroscopico, 
seguindo-se a desidratagao das mesmas. Esta desidratagao ooorre assim de preferencia 
na present das oses que vao funcionar como protectoras da sublimagao da dinitroanilina 
ou das dinitroanilinas. por exempio da trifluralina. 

As formula96es da presente invengao, assim obtidas, ap6s hidrata9ao com agua. 
estao prontas. a ser utilizadas. 

At6 a presente data nao existe qualquer referenda na literatura a prepara^oes 
lipossomais de dinitroanilinas. 

De acordo com a presente Invengao, para preparar os lipossomas multilamelares e 
feita a secagem de uma mistura de uma dinitroanilina, nomeadamente a trifluralina, e 
Ifpidos, ambos solubilizados no mesmo solvente ou mistura de solventes organicos. A 
quantidade de trifluralina varia consoante o volume final a preparar, podendo ir de 10 pg a 
1 g ou mais. A quantidade de Hpido varia tambem consoante o volume fma! a preparar, 
podendo ir de 1 pmol a 1 mol ou mais. Os lipidos adequados, hidrogenados ou nao, para 
utiliza9ao nas formulagoes estao presentes individualmente ou em misturas, em 
proporgoes variadas, de entre os seguintes lipidos: diestearoilfosfatidilcoiina (DSPC), 
fosfatidilcolina (PC). colesterol (Choi) ou derivados, esfingomielina (SM), 
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), fosfatidilglicerol (PG), 
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), gangli6sidos, 
ceramidas, fosfatidiltnositol (PI), ^cido fosfatidico (PA), dicetilfosfato (DcP), 
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), esteariiamina (SA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) e 
outros lipidos sint^ticos. 

A mistura assim obtida e submetida a secagem sob fluxo de azoto, ate a remo^ao 
completa do solvente ou mistura de solventes. Apos secagem, realiza-se a hidratagao da 
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mistura com uma solu^ao de uma ose, cx>mo por exempio a trealose, cuja concentragao 
pode variar de 0,01 M a 2 M, sob agitagao mecanica ou manual externa. A formulagao 
lipossomal assim obtida 6, de seguida. submetida a um dimensionamento, por exempio, 
realizando passagens sucesslvas da formulagiao por filtros de policarbonato com diametro 
de poros sucessivamente decrescentes, sob pressao, processo normalmente denominado 
por extrusao. A extrusao inicia-se normalmente por membranas de diametro de poro de 5 
pm e continua por passagens por membranas de diametro de poro de 2. 1, 0,8, 0,6, 0.4, 
0,2, 0,1 e 0,05 pm, podendo chegar a 0,02 pm. Segundo uma forma de concretizagao 
preferida da inven^So e apos a passagem por membranas de 0,4 pm, procede-se a 
separagao da formulagao lipossomal em duas partes. Apenas uma das partes continua o 
processo de extrusao ate. por exempio, a membranas de diametro de poro igual a 0,05 
pm. No final, as duas partes, que correspondem a duas popula96es distintas, sao 
misturadas, obtendo-se, por esta forma, uma formulagao lipossomal contendo lipossomas 
que apresentam duas distribuipoes de populagoes de diferentes diametros. A presenga 
simultanea destas populagoes de diametros diferentes apresenta a vantagem de, ap6s 
administra9ao parenteral in vivo, a popula5:ao de maior diametro ser rapidamente 
capturada pelas celulas do sistema fagocitario mononuclear, enquanto a populagao de 
pequeno tamanho permanece em circulagao, podendo atingir outros orgaos que nao o 
figado e o bago, onde a infecgao parasitaria tambem exista como, por exempio, a medula 
ossea. 

A formula^ao assim obtida pode, ou nao, ser submetida a uma concentragao por 
dialise contra, por exempio, polietilinoglicol, cuja fun9ao e retirar agua ao sistema. Apos 
este passo de dialise, a formulagao pode ser congelada a -70 °C durante, pelo menos uma 
hora, sendo de seguida submetida a liofiliza^ao. Apos esta liofiliza^ao a formulagao esta 
pronta a ser usada, bastando, para tai. adicionar agua ao p6 obtido da liofiliza^ao. A 
hidrata^o ocorre instantaneamente dando origem a uma suspensao homogenea de 
lipossomas contendo a ou as dinitroanilinas, por exempio a TFL, em agua. 

Uma forma de concretizapao particularmente preferida da inven^o § aquela em 
que a uma mistura lipidica de DOPCiDOPG na razao molar 7 : 3, no total de 10 pmol de 
lipido, solubilizado em cloroformio, e adicionado 1 pmol de trifluralina, solubilizada em 
cloroformio. A mistura assim obtida e, de seguida, submetida a secagem sob fluxo de 
azoto ate evaporaqao total do cloroformio. O filme obtido e hidratado com 0,1 mL de 
trealose 0,3 M, com agita9ao manual. Apos ressuspensao complete do filme lipidico, a 
formulagao repousa durante 15 minutos, apos os quais sao adicionados mais 0,1 mL da 
mesma solugao de trealose. Segue-se um novo periodo de repouso de 15 minutos e 
completa-se a hidratagao com mais 0.8 mL da mesma solugao. A formulagao lipossomal 
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assim obtida, e submetida a dimensionamento por passagem, sob pressao, por filtros de 
policarbonato de poros sucessivamente decrescent s, de 5 pm a 0.4 pm. Apos esta 
extrusao, a formulagao 6 dividida em duas partes iguais. Uma dessas partes continua o 
processo de dimensionamento at6 filtro de 0,05 pm. As duas popula^oes lipossomais 
assim obtidas sac, de seguida, adicionadas uma a outra. A formula9ao lipossomal mista e 
submetida a congelamento a -70°C durante 60 minutos e, seguidamente liofilizada. Desta 
forma obt6m-se uma formula^ao lipossomal pronta a ser hidratada com 1,0 mL de agua 
destilada esteril e pronta a ser administrada pa rente ricamente. 

As formulagoes podem conter substancias auxiliares, farmaceuticamente 
aceitaveis. uteis para a preservagao da sua qualidade e ou para as aproximarem das 
condig:6es fisiol6gicas, tais como agentes de ajuste do pH e agentes tamponantes, agentes 
do ajuste de tonicidade, antioxidantes e outros adjuvantes, por exempio: acetato de sodio, 
lactato de sodio, cloreto de sodio, cloreto de potassio, cloreto de c^lcio, glucose, sacarose, 
manitol, xilitol, alfa-tocoferol. 

As formula^oes farmaceuticas da inven^ao podem ser administradas a animals de 
sangue quente, como o homem, ja sofrendo de leishmaniose, durante o interval© de tempo 
suficiente e numa quantidade suficiente para terminar ou inibir significativamente a 
progressao da infecgao. As quantidades adequadas para a obtengao desse efeito sao 
definidas como "doses terapeuticamente eficazes". As quantidades eficazes para esta 
utiliza^ao dependerao da gravidade da infec^ao e do estado geral de saude do indivlduo 
em tratamento. Nao existe qualquer formula^ao do farmaco livre, nomeadamente 
trifluralina, utilizada em administrapoes parentericas. 

Os seguintes exemplos, de formu!a96es lipossomais preparadas pelo presente 
processo e das respectivas analises fisico-quimicas e biologicas, sao apresentados como 
ilustragao e nao como limitaQao. 
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Exemplos 

Estes exemplos ilustram formulagoes lipossomais preparadas de acordo com a presente 
inven^ao e processes para a sua preparagao em que a dinitroanilina utilizada foi a 
trifluralina. 
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Incorporagao d thfluralina (TFL) em lipossomas 

A preparagao das formula^oes a seguir evidenciadas, no volume inicial de 5 ml por 
composite lipidica, iniciou-se pela adigao da TFL ao lipido em c!orof6mnio, seguindo a 
evapora9ao do solvente per arrastamento em fluxo de azoto. A hid rata 930 do filme 
resultante fez-se pela adigao de 500 pi de trealose 0^3 M, agitagao e repouso durante 15 
minutos, adigao de mais 500 pi de trealose 0^3 M. nova agitagao e novo periodo de 15 
minutos de repouso e. finaimente pela adigao de 4000 p' cl© trealose 0^3 M. Foram 
retiradas amostras para doseamento (TFL inicial e LIP inicial). As formulagoes lipossomais 
assim obtidas foram dimensionadas por filtragoes sucessivas, sob pressao de azoto, por 
filtros de policarbonato de poro 5.0, 2,0. 1.0, 0,8. 0.6 e 0,4 pm, com duas passagens no 
caso deste ultimo (extrusao). A TFL nao incorporada, por ser insoluvel em solugoes 
aquosas, cristallza sob a forma de palhetas e fica retida nestes filtros. Ap6s a extrusao pelo 
filtro de 0,4 pm, as formulagoes sao divididas em duas partes iguais. Com uma dessas 
partes continua-se o processo de extrusao. agora por membranas com poros de diametros 
0,2 e 0,1 pm, com duas passagens no caso deste ultimo. A parte das formulagoes 
lipossomais que realizaram o processo de extrusao at6 membranas de poro 0,4 pm, d^-se 
o nome de VET400 (do ingles: vesicles extruded through 400 nm). A parte das formulagoes 
lipossomais que realizaram o processo de extrusao ate membranas de porosidade 0,1 pm, 
da-se o nome de VET 100. As formulagoes VET 400 e VET 100 obtidas pelo processo 
anterior sao finalmente doseadas (TFL final e LIP final). 

A Tabela 1a apresenta o efeito da composigao lipidica nos parametros de 
incorporagao da TFL em lipossomas dimensionados ate filtros de porosidade 0,4 pm. A 
Tabela 1b apresenta o efeito da composigao lipidica nos parametros de incorporagao da 
TFL em lipossomas dimensionados ate filtros de porosidade 0.1 pm. As formulagoes foram 
preparadas com composigoes lipidicas diferentes. com quantidades iniciais de lipido e TFL 
apresentadas nas referidas tabelas. A eficacia de incorporagao (E.I.) corresponde ao 
quociente entre as razoes (f^rmaco/lipido) final e inicial e exprime-se em percentagem. O 
rendimento exprime-se igualmente em percentagem e pode ser referido quer ao 
rendimento do processo relativamente ao farmaco (TFLf/TFLi) quer ao Hpido (LIPf/LlPi). 
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2006 


10O06 


101,82 


9095 


4:1 




3^ 




016 


032 


019 


086 


234 


215 


051 






TXBcSarB 


3ia90 


325t90 


11.76 


1263 


2081 


2080 


10O07 


1C223 


9016 


9 


CKTOOCL 


rrtda 


3881W 


5^41 


1^19 


722 


31,96 


095 


57,76 


1011 


21.95 


4:1 




mm 


26^11 


240 


274 


242 


129 


143 


049 


4.90 




mBdana 


3?Q24 


6465 


1280 


075 


3237 


7,19 


6088 


1027 


24.45 


10 


D6PCX>CL 




336^36 


87^ 


11,76 


756 


2053 


11,01 


6057 


2093 


37,51 


4:1 




4055 


2075 


052 


1.48 


012 


282 


057 


082 


060 






3B0;40 


79145 


11.99 


032 


3005 


1034 


6039 


2053 


3051 
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TAPB A lh. PMtnftafTTTp•B^ito^FK^ca^T£[Ha^ret^ M^i (art.) 



Fcrmla^So 


COiposigSDlJpidCEi 




THJ 


TRi 


UR 


UR 


{TRyUF> 


{7RAJP)f 


UPPUR 


TFUTHj 


El. 


rf 












(Mid) 


(g^ 




m 






11 


□FFGCKX 




318122 


dm 


Sill 


6^29 


34.72 


aas 


G9l09 


16^ 


:»,9B 




4:1 






44,95 


122 


1,50 




5^3S 


13,59 


1032 


14.02 






n aid's 


3ia97 


4090 


ai8 




33^. 


9197 


7B^ 


1572 


29144 


12 


PGCHXtScja) 




397,89 


losies 


10145 


5^80 


3ae9 


ia89 


5555 


27.45 


49154 




4:1 




22,78 


15183 


^63 


a96 


St65 


Q84 


6192 


a82 


1222 






rredana 


3SG^90 


11S149 


11,93 


6102 


36^10 


ias3 


5&12 


2aG9 


52:78 


13 


CFFCCFPG 




306M 


33XB 


8i71 


3183 


36^03 


a83 


44.42 


10,90 


25^40 




7:3 




2i83 


12,77 


a32 


1.65 


Z54 






4,48 


4.00 






rPEciana 


290119 




a86 


4,30 


%43 


as9. 


4^59 


1052 


».96 



14 


DCFCDCR3 




323L50 


10074 


1036 


5i48 


3131 


1061 


52,13 


3051 


6077 




7-3 


dssUopactao 




51,44 


080 




040 


019 


1010 


HID 


1065 








324,80 


10O53 


1037 


4,55 


32.35 


2071 


4088 


3034 


64.03 


15 


FCCHCLP3 




3ia63 


10O14 


12,33 


091 


2069 


11^ 


7021 


3041 


47,11 




lOtStI 




44.63 


45i41 


2^19 


121 


048 


4,64 


11.70 


11,11 


2089 








3DO0O 


97.36 


1132 


ao6 


^,48 


070 


7014 


3086 


4222 


16 


PCX>CLR 




337,96 


111,78 


1223 


7.86 


27,96 


1035 


6^87 


31.73 


4078 




105t1 


desviopatSb 


4038 


7427 


^55 


014 


273 


043 


1^67 


17.06 


17.14 






rTBdana 


32086 


71XE 


11,13 


&54 


27.76 


11.95 


62,82 


22.13 


4O06 


17 


FCO-CLS^ 




29055 


4034 


10&* 


042 


27.79 


7.87 


57.74 


1051 


273 




ia5c1 




36^45 


2&53 


1,89 


096 




049 


2086 


7.79 


2076 








277^ 


4047 


1038 


099 


2072 


031 


57.67 


1035 


2057 
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m&la 


324.80 


14.83 


003 


4.39 


3087 


05B 


4086 


43 


17.71 




lOScI 




47.95 


084 


025 


267 


4.34 


7,90 


3020 


232 


2122 






rnsdsna 


33063 


1039 


015 


069 


37.01 


041 


61.73 


032 


062 
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m&Sa 


23129 


18033 


047 


O09 


».41 


2D,68 


9002 


81.90 


W,91 


07:1^13 


dBSwtopactao 


1016 


34.07 


006 


1,48 


126 


046 


1O20 


1722 


097 




iTHiana 


227.99 


18^71 


046 


075 


2420 


2088 


92.49 


8001 


8075 


D6PCa-CLD6FEf=e3 




32282 


15037 


1020 


722 


32,73 


2065 


6044 


5096 


7060 


0205 




6028 


3066 


1.68 


099 


1023 


1021 


2097 


1004 


1123 






36048 


16074 


1045 


073 




3025 


6021 


5053 


7047 
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Da an^lise das Tabelas 1a e 1b podem real^r-se algumas conclusoes im porta ntes, 
referentes ao efeito da presenga de colesterol na composi^ao lipidica, effeito da presen^a 
de moleculas carregadas na composigao lipidica e efeito do uso de Irpido com diferente 
temperatura de transi9ao de fase. Assim, os resultados obtidos mostram que a TFL e 
melhor incorporada em lipossomas com baixo conteCido de colesterol, como pode ser 
observado na Figura 1 (na forniula^o composta por PC:CHOL na razao molar 4:1). A 
diferen^a mais signiflcativa foi observada para lipossomas com diSmetro mais pequeno 
{VET100). No que respeita ^ presen^a de moleculas carregadas na composigao lipidica 
verifica-se que a TFL 6 fracamente incorporada em lipossomas carregados positivamente 
(PC:CHOL:SA) e que, apesar dos melhores resultados terem side obtidos com lipossomas 
electricamente neutros (PC:CHOL), lipossomas carregados negativamente (PC:CHOL:PI e 
PC:CHOL:PG) apresentam resultados satisfatorios de incorporapao, como pode ser 
observado na Figura 2. Este resuitado revela-se importante por se saber que lipossomas 
com carga el^ctrica negativa, ap6s admlnistragao parenteral, permanecem mais tempo na 
circula^ao sanguinea. No que respeita ao uso de lipido com diferente temperatura de 
transigao de fase a compara9ao pode ser feita observando os resultados obtidos para as 
formulagoes lipossomais em que se utilizaram PC, HPC e DSPC (crescente temperatura 
de transi^ao de fase) em diferentes proporgoes com CHOL. Para as fomnulagoes com 
menor proporg^o de colesterol, o lipido de mais baixa temperatura de transigao de fase 
(PC) revelou os melhores resultados para a incorporagao de TFL. No entanto, quando a 
proporgao de colesterol aumenta. o lipido de maior temperatura de transigao de fase 
(DSPC) revelou melhores resultados, embora a diferenga nao seja signiflcativa, como pode 
ser observado na Figura 3. 

Estabilidade in vitro de duas formulagoes lipossomais de trifluralina 

A preparagao das formulagoes lipossomais para este estudo de estabilidade in 
vitro, no volume inicial de 4 ml contendo 10 Mmol/mL de lipido (PC:PG) na razao molar de 
4:1 e 1 pmol/mL (335 pg/mL) de TFL, iniciou-se pela adigao da TFL ao lipido em 
cloroformio, segulndo a evaporagao do solvente por arrastamento em fluxo de azoto. A 
hidratagao do filme resultante fez-se pela adigao de 400 pi de trealose 0,3 M, agitagao e 
repouso durante 15 minutos, adigao de mais 400 pi de trealose 0.3 M, nova agitagao e 
novo periodo de 10 minutos de repouso e, finalmente pela adigao de 3200 pi de trealose 
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0,3 M. As formula96es lipossomais assim obtidas foram dimensionadas por filtra^oes 
sucessivas, sob pressao de azoto. por filtros de policarbonato de poro 5,0, -2,0. 1,0, 0,8. 0,6 
e 0,4 pm, com duas passagens no caso deste ultimo (extrusao). A TFL nao incorporada, 
por ser insoluvel em solu96es aquosas, cristaliza sob a forma de palhetas e fica retida 
nestes filtros. Apos a extrusao pelo filtro de 0,4 pm, as formula^oes sao divididas em duas 
partes iguais. Com uma dessas partes continua-se o processo de extrusao, agora por 
membranas com poros de diametros 0,2 e 0,1 pm, com duas passagens no caso deste 
ultimo. As duas formula^oes obtidas pelo processo anterior foram mantidas a 4=*C e foram 
retiradas amostras para doseamento de TFL aos dias : 0. 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10, sendo o 
resultado expresso por compara9§o com o valor obtido para o dia 0 em percentagem. 
Imediatamente antes das amostragens as formulagoes foram observadas ao microscopic 
para detecgao de cristais que, a existirem seriam removidos por centrifugagao. 
Como se pode observar na Figura 4, as duas formulagoes lipossomais (VET400 e 
VET100) sao est^iveis, ap6s hidratagao. sendo de 100% a estabilidade durante as 
primeiras 48 horas. A experiencia realizou-se em triplicado, sendo os valores 
apresentados. a mediana dos resultados obtidos para cada ponto. 



Estabilidade em armazenamento de tres formulagoes lipossomais de 
trifluralina 

A preparagao das formulagoes lipossomais para este estudo de estabilidade in 
vitro, no volume inicial de 45 ml contendo 10 pmol/mL de lipido (DOPC:DOPG) na razao 
molar de 7 : 3 e 1 pmol/mL (335 pg/mL) de TFL, iniciou-se pela adigao da TFL ao lipido em 
cloroformio, seguindo a evaporagao do solvente por arrastamento em fluxo de azoto. A 
hidratagao do filme resultante fez-se pela adigSo de 4,5 ml de trealose 0.3 M. agitagSo e 
repouso durante 30 minutes, adigao de mais 4,5 ml de trealose 0,3 M, nova agitagao e 
novo perlodo de 15 minutos de repouso e. finalmente pela adigao de 36 ml de trealose 0.3 
M. As formulagoes lipossomais assIm obtidas foram dimensionadas por filtragoes 
sucessivas, sob pressao de azoto, por filtros de policarbonato de poro 5.0, 2,0. 1,0, 0,8, 0,6 
e 0,4 pm, com duas passagens no caso deste ultimo (extrusao). A TFL nao incorporada, 
por ser insoluvel em solugoes aquosas, cristaliza sob a forma de palhetas e fica retida 
nestes filtros. Ap6s a extrusao pelo filtro de 0,4 pm, as formulagoes sao divididas em duas 
partes iguais. Com uma dessas partes continua.se o processo de extrusao, agora por 
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membranas com poros de diametros 0,2 e 0,1 pm, com duas passagens no caso deste 
ultimo. Das duas formula^oes VET400 e VET100 preparadas de acordo com a tecnica 
descrita, retiraram-se quantidades iguais que se adicionaram, sendo esta mistura das duas 
formulagSes anteriores, denominada como formulagao lipossomal MIX. As tres 
formula9oes foram, de seguida. divididas por frascos com 1 mL cada, congeladas a -70**C 
durante 1H e liofilizadas de um dia para o outro. Concluido o processo de iiofiliza9ao, os 
frascos foram fechados, ainda em vacuo, selados com c^psulas de aluminio e colocados 
em bancada, durante todo o tempo do estudo de estabilidade. Para cada ponto 
experimental (0, 0,03, 0,07, 0,13, 0,23, 0.47, 0,7, 1. 2, 3, 4, 5, 6 e 12 meses) procedeu-se 
a abertura de um frasco, por formulagao, seguida de hidrata^o por adigao de agua 
desionizada e esterilizada at6 perfazer um volume de 1 mL. Os frascos' contendo as 
formula9oes lipossomais agora hidratadas foram deixados em repouso durante 2 horas. As 
formulagoes lipossomais foram observadas ao microscopio para verifica^ao da preseng:a 
de algum precipitado que, a existir seria removldo por centrifuga^ao. Procedeu-se ^ 
quantificapao da trifluralina em cada formulagao e expressou-se o resultado em 
percentagem da trifluralina nas mesmas formulagoes relativamente ao dia zero (dia em 
que terminou a liofiliza^ao). 

Como se pode observar na Figura 5, as tres formula^oes lipossomais (VET400, 
VET100 e MIX) sao estaveis, sob a forma liofilizada, apresentando. apos um ano de 
armazenamento seguido de hidratagao com agua, valores de trifluralina superiores a 90 % 
do valor iniciai. A experiencia realizou-se em triplicado, sendo os valores apresentados, a 
mediana dos resultados obtidos para cada ponto. 

Avaliagao da toxicidade de dose unica 

Este estudo foi realizado com uma formulagao lipossomal de composi9ao lipidica 
DOPC:DOPG 7:3 contendo TFL e comparando com uma composigao lipossomal igual nao 
contendo TFL (lipossomas vazios). 

A prepara^ao da formulag^o lipossomal, de lipossomas vazios, para este estudo de 
toxicidade de dose unica, no volume iniciai de 400 ml contendo 10 pmol/mL de Hpido 
(DOPC:DOPG) na razao molar de 7 : 3, iniciou-se pela medigao do Itpido em cloroformio, 
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seguindo-se a evaporagao do solvente em rotavapor e conclusao da secagem por 
arrastamento em fiuxo de azoto. A hidrata9ao do filme resultante fez-se pela adi^ao de 40 
ml de sacarose 0,3 M, agitagao e repouso durante 30 minutos, adigao de mais 40 ml de 
sacarose 0,3 M, nova agitagao e novo periodo de 15 minutos de repouso e, finalmente 
pela adigao de 320 ml de sacarose 0,3 M. A formula96es lipossomal assim obtida foi 
dimensionada por filtragoes sucessivas. sob pressao de azoto, por filtros de policarbonato 
de poro 5,0. 2.0, 1.0. 0,8, 0,6 e 0,4 pm, com duas passagens no caso deste ultimo 
(extrusao). Ap6s a extrusao. a formula^ao lipossomal foi submetida a ultracentrifu9a9ao a 
49000 rpm, durante duas horas, a 15°C. Ap6s a ultracentrifuga^ao, retirou-se o 
sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso ate 35 mL por adigao de sacarose 0,3 M. 

A prepara^ao da formula^ao lipossomal contendo TFL obedeceu ao mesmo 
processo descrito para a preparagao vazia, com a TFL a ser adicionada a solu^ao inicial de 
llpido em cloroformio. Ap6s a extrusao peto fittro de 0,4 pm, a formula^ao foi dividida em 
duas partes iguais. Com uma dessas partes continua-se o processo de extrusao, agora por 
membranas com poros de diametros 0,2 e 0,1 ^jm, com duas passagens no caso deste 
ultimo. As duas formulagoes VET400 e VET100 preparadas de acordo com a tecnica 
descrita, foram misturadas sendo esta mistura das duas formula^oes anteriores, 
denominada como formulagao lipossomal MIX. Apos a mistura, a formulapao lipossomal foi 
observada ao microscopio para verifica9ao da presen^a de algum precipitado que, a existir 
seria removido por uma centrifuga^ao previa anterior a ultracentrifugaQao. 

A concentra9ao final em llpido foi determinada nas duas formulagoes e a 
formula9ao contendo trifluralina foi ajustada de forma a ambas as formulagoes terem a 
mesma concentra^ao em lipido. 

A concentra9ao em trifluralina foi determinada na formula?ao que a continha de 
forma a conhecer-se tambem a concentragao em trifluralina, apos o ajuste referido no 
paragrafo anterior. 

O estudo foi realizado em ratinhos BALB/c machos e femeas. As formulagoes 
lipossomais foram administradas por duas vias: intraperitoneal (i.p.) e intravenosa (i.v.). As 
doses administradas foram de 30, 20 e 10 mL/kg para as administragoes i.p. e de 10, 5 e 
2 mL/kg para as administragoes i.v. O numero de animals por gaipo foi de 5. As doses 
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administradas correspondem a doses calculadas de lipido (nas duas formulapoes) e de 
TFL (na formulagao contendo TFL) apresentadas na Tab la 2. 



Tabela 2 - Doses usadas no estudo de toxicidade de dose unica 



Dose 


Lipido 


TFL 


(mL/Kg) 


{pmol/Kg) 


(mg/Kg) 


30 


2790 


63.9 


20 


1860 


42.6 


10 


930 


21.3 


5 


465 


10.7 


2 


186 


4.3 



Para a administra9ao destas doses todos os animals foram pesados e a quantidade 
de formulag;ao lipossomal foi calculada de acordo com o objectivo em mL/kg e tendo em 
conta o peso de cada animal. Foi, ainda. injectado um grupo de animais controle com 
sacarose 0,3 M. 

Apos administragao os animais foram observados a intervales regulares, durante 48 
horas, para detec9ao de altera9oes de comportamento. Apos este periodo de tempo, os 
animais foram sacrificados, pesados e retirados, de cada animal, o cora9ao, ba?o, figado e 
rins, para pesagem e observa9ao de alteragoes macroscopicas. Alem destes valores 
determinou-se tambem o peso relative dos referidos orgaos, definido como a razap peso 
do orgao/peso do animal. Os resultados obtidos sao apresentados nas Tabelas 3 a 20. 
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Tabela 3 - Peso corporal absoluto (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




l.p. 




(miyKg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


3,91 E+01 


2,93E+01 


3.69E+01 


2,78E+01 




desvio padrao 


3.67E+00 


1.61E+00 


1,94E+00 


1,02E+00 


2 


m6dia 


3,75E+01 


2,92E+01 








desvio padrao 


1.42E+00 


1,99E+00 






5 


m^dia 


3.80E+01 


2,76E+01 








desvio padr§o 


2,73E+00 


8.12E-01 






10 


media 


3,67E+01 


2,92E+01 


3.75E+01 


2,73E+01 




desvio padrao 


9.15E-01 


1,73E+00 


1 ,45E+00 


1,33E+00 


20 


media 






3.55E+01 


2,92E+01 




desvio padrao 






4,60E+00 


2,91 E+00 


30 


media 






3.48E+01 


2,94E+01 




desvio padrao 






1.52E+00 


1.60E+00 



Tabela 4 - Peso do coragao absoluto (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


1,70E-01 


1,42E-01 


2,07E-01 


1.44E-01 




desvio padrao 


2,55E-02 


5,20E-03 


2,38E-02 


2,13E-02 


2 


media 


1,87E-01 


1,55E-01 








desvio padrao 


8,81 E-03 


1,67E-02 






5 


media 


1,85E-01 


1,37E-01 








desvio padrao 


1,95E-02 


2,09E-02 






10 


m6dia 


1.96E-01 


1,50E-01 


2,11E-01 


1,33E-01 




desvio padrao 


3,68E-02 


6.17E-03 


3,63E-02 


2,15E-02 


20 


media 






2,15E-01 


1,34E-01 




desvio padrao 






3,04E-02 


1 ,07E-02 


30 


media 






1,92E-01 


1,49E-01 




desvio padrao 






1,18E-02 


2,47E-02 



22 



Tabela 5 - Peso do figado absolute (lipossomas vazios) 



Was de Administragao 



Dos6 




i V 




i n 








Mac:ho<5 

JVIdwl IwO 


1 d 1 ICCIO 


IVICIvl rV>fO 




oonir Die 


11 lc;Ula 


1 f { ^C~\J\J 


1 ,o 1 tZ^UU 




1 n7F+nn 




desvio padrao 


2,08E-01 


4,25E-02 


2,07E-01 


9,86E-02 


2 


media 


1 ,72E+00 


1,24E+00 








desvio padrao 


7,32E-02 


1,39E-01 






5 


m6dia 


1,62E+00 


1,12E+00 








desvio padrao 


1.74E-01 


8,91 E-02 






10 


media 


1,68E+00 


1.21E+00 


1 ,96E+00 


1,06E+00 




desvio padrao 


8,40E-02 


1,40E-01 


1.14E-01 


7,88E-02 


20 


m^dia 






1,95E+00 


1,20E+00 




desvio padrao 






1,12E-01 


1 .68E-01 


30 


m6dia 






1,58E+00 


1,19E+00 




desvio padrao 






1,25E-01 


1,40E-01 



Tabela 6 - Peso do ba^o absolute (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


1.03E-01 


9,46E-02 


1.26E-01 


1,04E-01 




desvio padrao 


1,08E-02 


5.36E-02 


2,51 E-02 


2,66E-02 


2 


media 


1,10E-01 


9,86E-02 








desvio padrao 


1,51 E-02 


4,86E-02 






5 


media 


1.21E-01 


7,60E-02 








desvio padrao 


9,11E-03 


2.53E-02 






10 


media 


1,16E-01 


1,07E-01 


1,06E-01 


7,46E-02 




desvio padrao 


1,14E-02 


2,55E-02 


8,21 E-03 


2.36E-02 


20 


media 






1,27E-01 


1.01E-01 




desvio padrao 






1,88E-02 


1,88E-02 


30 


media 






1,08E-01 


8,97E-02 




desvio padrao 






8,35E-03 


1,86E-02 
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Tabela 7 - Peso dos rins absolute (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


6,37E-01 


3.64E-01 


6,22E-01 


3,11E-01 




desvio padrao 




2 62E-02 


5.57E-02 


4,00E-02 


2 


m6dia 


6.13E-01 


3,63E-01 








desvio padrao 


6,42E-02 


2J6E-02 






5 


m^dia 


6,46E-01 


3,20E-01 








desvio padrao 


1.11E-01 


4,23E-02 






10 


m^dia 


6,63E-01 


3,99E-01 


6,02E-01 


2.95E-01 




desvio padrao 


6,17E-02 


4,82E-02 


6,61 E-02 


2,20E-02 


20 


m^dia 






5,24E-01 


3,00E-01 




desvio padrao 






2,62E-01 


1,80E-02 


30 


media 






6.29E-01 


3,17E-01 




desvio padrao 






6,37E-02 


2,64E-02 



Tabela 8 - Peso corporal absoluto (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


m§dia 


2,61 E+01 


2,06E+01 


2,64E+01 


1,96E+01 




desvio padrao 


1,42E+00 


1,13E+00 


1,82E+00 


1,93E+00 


2 


m6dia 


2,52E+01 


1.89E+01 








desvio padrao 


7,53E-01 


1,28E+00 






5 


media 


2,58E+01 


1,97E+01 








desvio padrao 


1,99E+00 


7,31 E-01 






10 


m6dia 


2,62E+01 


2,01 E+01 


2,45E+01 


2,05E+01 




desvio padrao 


1 ,32E+00 


9.32E-01 


1,79E+00 


1 ,60E+00 


20 


media 






2.71 E+01 


2,07E+01 




desvio padrao 






2,32E+00 


6,96E-01 


30 


media 






1.96E+01 


2,02E+01 




desvio padrao 






1 ,93E+00 


2,67E+00 
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Tab la 9 - Peso do coragao absolute (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mUKg) 




Machos 


Femeas 


Macnos 




Controle 


nn§dia " 


1,43E-01 


1 ,08E-01 


1 ,38E-01 


Q RHP C\0 




desvio padrao 


1 .28E-02 


1,10E-02 


1,92E-02 


8,98E-03 


2 


m^dia 


1.39E-01 


1 ,05E-01 








desvio padrao 


9,49E-03 


1,18E-02 






5 


media 


1.37E-01 


1,14E-01 








desvio padrao 


7,03E-03 


8,61 E-03 






10 


media 


1,54E-01 


1,04E-01 


1,30E-01 


9,65E-02 




desvio padrao 


9,80E-03 


1,48E-02 


1,56E-02 


9,46E-03 


20 


media 






1,57E-01 


1,05E-01 




desvio padrao 






3,50E-02 


5,74E-03 


30 


media 






1,34E-01 


9.62E-02 




desvio padrao 






1,55E-02 


1.17E-02 



Tabela 10 - Peso do figado absolute (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


1.32E+00 


9,71 E-01 


1,19E+00 


8,80E-01 




desvio padrao 


5,16E-02 


8,62E-02 


7.82E-02 


1,10E-01 


2 


m^dia 


1,20E+00 


9,63E-01 








desvio padrao 


1,21E-01 


8,88E-02 






5 


media 


1,31E+00 


9,79E-01 








desvio padrao 


1.76E-01 


2,86E-02 






10 


media 


1.17E+00 


1 ,00E+00 


1,21E+00 


1,01E+00 




desvio padrao 


6,32E-01 


5,03E-02 


1,40E-01 


8,45E-02 


20 


media 






1 ,40E+00 


9,97E-01 




desvio padrao 






1.30E-01 


6,59E-02 


30 


media 






1,27E+00 


9,19E-01 




desvio padrao 






1,48E-01 


1.73E-01 
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Tab la 11 - Peso do ba^o absoluto (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


9,02E-02 


8,52E-02 


8,25E-02 


7,66E-02 






5 55E-03 


8,24E-03 


3,97E-03 


1,75E-02 


2 


media 


8.65E-02 


7,98E-02 








desvio padrao 


1.28E-02 


8,21 E-03 






5 


m^dia 


9,47E-02 


9,41 E-02 








desvio padrao 


2,51 E-02 


4,85E-03 






10 


media 


1,02E-01 


9,16E-02 


9.52E-02 


9,05E-02 




desvio padrao 


2.24E-02 


6,22E-03 


7,56E-03 


8,78E-03 


20 


m6dia 






9,45E-02 


9,65E-02 




desvio padrao 






8,13E-03 


5,22E-03 


30 


media 






1.10E-01 


8,72E-02 




desvio padrao 






4,03E-02 


1,58E-02 



Tabela 12 - Peso dos rins absoluto (lipossomas com TFL) 



Was de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


m6dia 


3,86E-01 


2,32E-01 


3,56E-01 


2,21 E-01 




desvio padrao 


3,53E-02 


2,41 E-02 


2,80E-02 


3,16E-02 


2 


media 


3.52E-01 


2,13E-01 








desvio padrao 


1 ,30E-02 


1.98E-02 






5 


media 


3,62E-01 


2,15E-01 








desvio padrao 


4,37E-02 


4.90E-02 






10 


media 


3,90E-01 


2,25E-01 


3,36E-01 


2.17E-01 




desvio padrao 


2,35E-02 


1 ,92E-02 


3.23E-02 


2,46E-02 


20 


media 






3,61 E-01 


2,38E-01 




desvio padrao 






4,23E-02 


1,88E-02 


30 


media 






3,48E-01 


2,14E-01 




desvio padrao 






2,94E-02 


1 ,76E-02 



26 



Tabela 13 - Peso relative do coragao (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mLVKg) 




Machos 


Femeas 


Macnos 


~ci 1 icao 


Controle 


media 


4,35E-03 


4,88E-03 


5,61 E-03 


c 1 DC no 
o,n Ot-UO 




desvio padrao 


4,87E-04 


3.60E-04 


7,34E-04 


7,66E-04 


2 


m^dia 


4,99E-03 


5,31 E-03 








desvio padrao 


1,62E-04 


2,77E-04 






5 


media 


4,88E-03 


4,96E-03 








desvio padrao 


5,63E-04 


8.06E-04 






10 


m^dia 


4,88E-03 


5.16E-03 


5,61 E-03 


4.91 E-03 




desvio padrao 


3,60E-04 


3,89E-04 


9,03E-04 


8,90E-04 


20 


m6dia 






6.08E-03 


4,61 E-03 




desvio padrao 






8,16E-04 


4,65E-04 


30 


media 






5.52E-03 


5,07E-03 




desvio padrao 






2,82E-04 


8,75E-04 



Tabela 14 - Peso realtivo do figado (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




I.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


4.39E-02 


4,48E-02 


5.12E-02 


3,87E-02 




desvio padrao 


1,45E-03 


2,38E-03 


4,75E-03 


3,30E-03 


2 


media 


4,58E-02 


4,27E-02 








desvio padrao 


2.02E-03 


2.84E-03 






5 


m6dia 


4,27E-02 


4,07E-02 








desvio padrao 


3,10E-03 


2,43E-03 






10 


media 


4,58E-02 


4,14E-02 


5,24E-02 


3,86E-02 




desvio padrao 


2,98E-03 


3,03E-03 


3,36E-03 


1 ,43E-03 


20 


media 






5,59E-02 


4,09E-02 




desvio padrao 






9.62E-03 


3,32E-03 


30 


media 






4,53E-02 


4,04E-02 




desvio padrao 






2,71 E-03 


4.22E-03 
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Tab la 15 - Peso relative do bago (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


2,65E-03 


3,29E-03 


3,42E-03 


3,75E-03 




desvio padrao 


0,*J 1 L^~VJ*T 


1 95E-03 


6,65E-04 


9.22E-04 


2 


nn6dia 


2,94E-03 


3,33E-03 








desvio padrao 


4,13E-04 


1.59E-03 






5 


media 


3.19E-03 


2,75E-03 








desvio padrao 


2,49E-05 


9.28E-04 






10 


media 


3,18E-03 


3,67E-03 


2,81 E-03 


2,74E-03 




desvio padrao 


3,57E-04 


7,30E-04 


1,26E-04 


8,96E-04 


20 


media 






3,66E-03 


3.46E-03 




desvio padrao 






9,83E-04 


4,51 E-04 


30 


m6dia 






3,11 E-03 


3,05E-03 




desvio padrao 






1,42E-04 


6,26E-04 



Tabela 16 - Peso relative dos rins (lipossomas vazios) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mUKg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


1 .63E-02 


1 .24E-02 


1 .69E-02 


1,12E-02 




desvio padrao 


1,36E-03 


4,49E-04 


1,81 E-03 


1,12E-03 


2 


m6dia 


1,63E-02 


1,25E-02 








desvio padrao 


1,27E-03 


3,47E-04 






5 


media 


1 ,69E-02 


1.16E-02 








desvio padrao 


2,22E-03 


1 ,64E-03 






10 


media 


1,81E-02 


1 ,37E-02 


1 ,60E-02 


1 .08E-02 




desvio padrao 


1 .79E-03 


1,53E-03 


1,50E-03 


1,16E-03 


20 


media 






1.52E-02 


1,03E-02 




desvio padrao 






8,41 E-03 


6,26E-04 


30 


media 






1,81E-02 


1,08E-02 




desvio padrao 






1,51 E-03 


1,10E-03 
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Tab la 17 - Peso relative do coragao (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


5,49E-03 


5.27E-03 


5,25E-03 


4,90E-03 




u6SvlU pdUlclU/ 


4 52E-04 


5,20E-04 


7,39E-04 


1 .97E-04 


2 


media 


5,50E-03 


5,56E-03 








desvio padrao 


4,97E-04 


7,85E-04 






5 


m^dia 


5.35E-03 


5J9E-03 








desvio padrao 


5,73E-04 


5,42E-04 






10 


media 


5,90E-03 


5,20E-03 


5,28E-03 


4,70E-03 




desvio padrao 


5.87E-04 


7,05E-04 


3.02E-04 


2,23E-04 


20 


media 






5.77E-03 


5.07E-03 




desvio padrao 






1,04E-03 


2,44E-04 


30 


m6dia 






5,19E-03 


4.79E-03 




desvio padrao 






4.46E-04 


3,87E-04 



Tabela 18 - Peso relative do figado (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




I.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controle 


media 


5,07E-02 


4,72E-02 


4.50E-02 


4,48E-02 




desvio padrao 


3,17E-03 


3,28E-03 


2,38E-03 


1.82E-03 


2 


media 


477E-02 


5,09E-02 








desvio padrao 


4,03E-03 


3,25E-03 






5 


media 


5,06E-02 


4,98E-02 








desvio padrao 


4,96E-03 


1 ,78E-03 






10 


media 


4,43E-02 


4,99E-02 


4,93E-02 


4,93E-02 




desvio padrao 


2,34E-02 


2,75E-03 


4.63E-03 


1,43E-03 


20 


media 






5,15E-02 


4,81 E-02 




desvio padrao 






1,31E-03 


1.96E-03 


30 


media 






4,93E-02 


4,53E-02 




desvio padrao 






3,60E-03 


2,70E-03 
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Tabela 19 - Peso relative do ba^o (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




i.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


Femeas 


Controls 


m6dia 


3,47E-03 


4,15E-03 


3,13E-03 


3,87E-03 




desvio padrao 


2,14E-04 


3,94E-04 


1 ,04b-U4 




2 


media 


3,42E-03 


4,22E-03 








desvio padr§o 


4,35E-04 


3,83E-04 






5 


m6dia 


3,65E-03 


4,78E-03 








desvio padrao 


8,45E-04 


1,91E-04 






10 


media 


3,86E-03 


4,57E-03 


3.90E-03 


4,41^-03 




desvio padrao 


6,87E-04 


2,34E-04 


4,63E-04 


1,18E-04 


20 


media 






3,49E-03 


4.68E-03 




desvio padrao 






2,25E-04 


2,21 E-04 


30 


media 






4.24E-03 


4,32E-03 




desvio padrao 






1.33E-03 


4,76E-04 



Tabela 20 - Peso relativo dos rins (lipossomas com TFL) 



Vias de Administragao 



Dose 




i.v. 




I.p. 




(mL/Kg) 




Machos 


Femeas 


Machos 


F§meas 


Controle 


m^dia 


1.48E-02 


1,13E-02 


1 ,35E-02 


1.12E-02 




desvio padrao 


1 ,28E-03 


5.42E-04 


1 ,03E-03 


5,59E-04 


2 


media 


1 ,40E-02 


1,12E-02 








desvio padrao 


8,36E-04 


5,44E-04 






5 


media 


1 .40E-02 


1,09E-02 








desvio padrao 


1,19E-03 


2.57E-03 






10 


media 


1,49E-02 


1.12E-02 


1,37E-02 


1,06E-02 




desvio padrao 


6,29E-04 


6.70E-04 


6,60E-04 


7,15E-04 


20 


media 






1,33E-02 


1.15E-02 




desvio padrao 






8,20E-04 


5.48E-04 


30 


media 






1,35E-02 


1,07E-02 




d svio padrao 






8,32E-04 


7.50E-04 



30 




Os valores obtidos foram tratados estatisticamente para a significancia das varia^oes 
(p=0,005). Foram comparados os resultados obtidos de pesos absolutos das duas 
formulag;6es (animal inteiro e orgaos) entre si e com os pesos absolutos do grupo controle, 
pesos relativos das duas formulagoes (6rgaos) entre si e com os pesos relativos do grupo 
controle. Da analise estatistica concluiu-se nao existir toxicidade para qualquer dose de 
qualquer das duas formula^oes injectadas. 

Avaliagao da actividade bioldgica 

De modo a avaliar a actividade biologica de formulagoes lipossomais de TFL 
preparadas de acordo com a presente inven^ao, seleccionou-se um modelo animal de 
leishmaniose. Ratinhos BALB/c foram infectados com 2x10^ (i.v.) parasitas da estirpe LV9 
{Leishmania donovanf), cedida pela London School of Hygiene and Tropical Medicine. Os 
grupos (5 animais por grupo) e esquemas de tratamento podem ser observados na Tabela 
21. 

Tabela 21 - Actividade Biologica 



Composi9ao Lipidica das Formula^oes 


Dose 


N° Doses 


% de inibigao 


(mg TFL/kg) 










5 


62 


DOPCiDOPG 7:3 


15 


3 


17 






1 


80 






5 


53 


DSPC:CHOL 4:1 


15 


3 


92 






1 


91 






5 


47 


PCiPG 4:1 


15 


3 


88 






1 


60 






5 


57 


PC:CHOL:PI 3.7:1:0,3 


5 


3 


52 






1 


68 


PC:CHOL:DSPE-PEG (2000) 3.7:1 :0,3 


4 


5 


75 






3 


74 


DOPC:DOPG 7:3 (dialisados) 


0.6 


5 


86 
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Os tratamentos iniciaram-se 7 dias apos a infecgao e os animais foram sacrificados 1 5 dias 
apos a infecgao. A cada animal foi retirado e pesado o figado, apos o que se realizou a 
contagem de amastigotos nesse orgao, recorrendo a impressao de laminas e ao calculo 
dessa infecgao atraves de uma equa9ao matematica apropriada. Os resultados obtidos 
estao expresses na Tabela 21 . 

A primeira conclusao e que devido a incorporapao lipossomal da TFL, pode-se pela 
primeira vez realizar a administragao parent6rica de TFL. 

Todas as formula9oes lipossomais de TFL foram capazes de reduzir a infecgao 
neste modelo. 



Lisboa, 21 de Agosto de 1998 
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REIVINDlCAgOES 



Formula?ao lipossomal caracterizada pelo facto de conter uma dinitroanilina 
incorporada ou encapsulada. 

Formulagao lipossomal de acordo com a relvindlca5ao 1. caracterizada pelo 
facto de a dinitroanilina ser a trifluralina. 

Formula9ao lipossomal de acordo com qualquer das reivindica^oes 1 ou 2, 
caracterizada por o diametro dos lipossomas variar de 0,01 M.m a 50 ^m. 

Formula9ao lipossomal de acordo com qualquer das reivlndica96es 1 a 3, 
caracterizada pelo facto de se misturarem popula96es de particulas de 
diferente diametro. 

Formula9ao lipossomal de acordo com qualquer das reivlndica96es 1 a 4. 
caracterizada por ser constituida por uma mistura de popula96es lipossomais 
de diametros respectivamente, superior e inferior a 100 nm. 

Formula96es lipossomais de acordo com qualquer das reivindfca96es 
precedentes, caracterizadas por conterem qualquer dos seguintes lipidos, 
hidrogenados ou nao, individualmente ou em misturas, em qualquer razao 
molar: diestearoilfosfatidilcollna (DSPC), fosfatidilcolina (PC), colesterol (Choi) 
ou seus derivados, esfingomielina (SM). dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), 
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG), fosfatidilglicerol (PG). dimiristoilfosfatidilcolina 
(DMPC), dipalmitoilfosfatidilcollna (DPPC), gangliosidos, ceramidas, 
fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA), dicetilfosfato (DcP), dlmiristoilfosfa- 
tidiiglicerol (DMPG), estearilamina (SA). dipalmitoilfosfatldilglicerol (DPPG) e 
outros lipidos sinteticos. 

Processo para a prepara9ao de uma formula9ao lipossomal contendo uma 
dinitroanilina, caracterizado por: 

obter-se uma formula9ao lipossomal contendo uma dinitroanilina por 
hidrata9ao a partir de um filme lipidico contendo a dinitroanilina; 
liofilizar-se a formula9ao lipossomal da dinitroanilina; reidratar-se a formula9ao 
lipossomal liofilizada. 

1 



8. Processo de acordo com a reivindica^ao 7. caracterizado por compreender 
ainda urn passo de dimensionamento da formulapao lipossomal da 
dinitroanilina para redupao do diametro das vesiculas, passo este executado 
anteriormente ao passo de liofiliza9ao. 

9. Processo de acordo com a reivindica9ao 8, caracterizado por o 
dimensionamento ser executado por extrusao sob pressao em membranas 
porosas. 

10. Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 7 a 9, caracterizado por 
a hidrata9ao ser realizada numa primeira fase, por adigao de um pequeno 
volume de uma so!u9ao aquosa seguida, apos uma fase de repouso, pela 
adigiao do restante volume de solu^ao aquosa. 

11. Processo de acordo com a reivindica9ao 10, caracterizado por se utilizar nas 
fases de hidrata^ao uma solugao nao salina. 

12. Processo de acordo com a reivindlcagao 11, caracterizado por a fase de 
reidrata9ao ser realizada com solu9oes de sacarose, trealose, glucose ou com 
qualquer outra solu9ao a9ucarada. 

13. Processo de acordo com qualquer das relvindica96es 7 a 12, caracterizado 
pelo facto de se misturarem popula96es de particulas de diferente diametro. 

14. Processo de acordo com a reivindica9ao 13, caracterizado pelo facto de se 
misturarem particulas que apos dimensionamento, apresentem popula9oes de 
diametro, respectivamente, superior e inferior a 100 nm. 

15. Processo de acordo com a reivindica9ao 14, caracterizado pelo facto de o 
dimensionamento das diferentes popula96es ser realizado de acordo com a 
reivindica9ao 9. 

16. Processo de acordo com qualquer das reivindica9oes 7a9ou13a15, 
caracterizado pelo facto de a hidrata9ao ser efectuada de acordo com a 
reivindica9ao 10. 
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17. Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 7a10e13a16, 
caracterizado pe!o facto de se utilizar na fase de hidratagao uma solugao de 
acordo com a reivindicagao 1 1 . 

18. Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 7 a 11 e 13 a 17 
caracterizado pelo facto de serem utilizadas solugoes de acordo com a 
reivindicagao 12. 

19. Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 7 a 18, caracterizado 
pelo uso de qualquer dos seguintes lipidos, hidrogenados ou nao, 
individualmente ou em misturas, em qualquer razao molar 
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC). fosfatidilcolina (PC), colesterol (Choi) ou seus 
derivados, esfingomiellna (SM), dioieoilfosfatidilcolina (DOPC), 
dioleoilfosfatidiiglicerol (DOPG). fosfatidilglicerol (PG), dimiristoilfosfatidilcolina 
(DMPC). dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), gangliosidos, ceramidas, 
fosfatldilinositol (PI). acido fosfatidico (PA), dicetilfosfato (DcP), 
dimlristoilfosfatidilglicerol (DMPG). estearilamina (SA), 
dipalmitollfosfatidilglicerol (DPPG) e outros lipidos sinteticos. 

20. Processo de acordo com qualquer das reivindicagoes 7 a 19, caracterizado 
pelo facto de a dinitroanilina ser a trifluralina. 

21. Formulagoes lipossomais de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a 6. 
quando preparadas por um processo de acordo com qualquer das 
reivindicagoes 7 a 20. 

22. Utilizagao das formulagoes lipossomais, para o tratamento de infecgoes em 
humanos ou animais, caracterizada por se usar uma quantidade 
terapeuticamente eficaz de uma formulagao lipossomal de uma dinitroanilina 
de acordo com qualquer das reivindicagoes 1 a 6 e 21 . 

Lisboa, 21 de Agosto de 1998 
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Figura 1 



Efeito da presenga de cargas electricas na membrana lipidica 




Figura 2 




Figura 3 



Estabilidade in vitro de duas formuiagoes de PC:PG 4:1- 
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Figura 4 



Estabiiidade em armazenamento de tres formulagoes de DOPC:DOPG 7:3 




Figura 5 



